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NOIJVEAUX POLVPKPTTDES A VANT UNE ACTTVTTE PR I^KCEPTEUR 
SEROTONINERGTOIJE. ACIDES NUCLEI OUES COPANTPOHR CES 
pOT .YPEPTIDES ET UTILISATIONS 

La presente invention conceme de nouveaux polypeptides et le materiel 
5 genetique permettant leur expression. Plus particulierement, elle conceme de 
nouveaux polypeptides ayant une activite de recepteur serotoninergique. 

La serotonine est un neuromodulateur capable d*induire et de moduler une 
grande variete de comportements tels que le sommeil, Tappfetit, la locomotion, 
Tactivite sexuelle ou encore la contraction vasculaire. II est admis que Tactivite de la 

10 serotonine est mediee par son interaction avec des recepteurs. designes recepteurs 
serotoninergiques ou recepteurs 5-HT (pour 5-hydroxytryptamine), Des etudes de 
biologie moleculaire ainsi que des etudes pharmacologiques ont revele qu'il existait 
un grand nombre de sous-types de recepteurs 5-HT. Les recepteurs 5-HT qui ont ete 
decrits jusqu'a aujourd'hui appartiennent soit a la famille des recepteiirs lies a des 

15 canaux ioniques (recepteurs 5-HT3), soit & la famille des recepteurs qui interagissent 
avec des proteines G et qui possedent sept domaines transmembranaires. Par ailleurs, 
Tanalyse des sequences d'acides amines a montre que les recepteurs 5-HT 
interagissant avec des proteines G peuvent etre sous-divises en deux groupes 
distincts : Les recepteurs 5HT1, comprenant les sous-types mammiferes 5HT1A, 

20 5HT1B et 5HT1D ainsi que trois recepteurs 5HT de drosophile; et les recepteurs 
5HT2 comprenant les sous-types 5HT2 et 5HT1 C. 

Ces recepteurs ne sont sans doute pas les seuls recepteurs 5HT existant, dans 
la mesure ou des etudes pharmacologiqu^~ont riv^lTdTautres sous^types tels queries 
recepteurs 5HT4 ainsi que certains recepteurs apparentes au sous-type 5HT1 
25 (recepteurs "5HT1 like"). De plus, des etudes supplementaires de biologie 
moleculaire ont egalement revele des heterogeneites au sein des sous-types 
5HT1B/1D. 

La presente invention resulte de la mise en evidence de nouveaux 
polypeptides ayant une activite de recepteur serotoninergique, Bien qu'appartenant a 
30 la famille des recepteurs qui interagissent avec des proteines G, ces nouveaux 
polypeptides different des recepteurs serotoninergiques deja decrits (5HT1. 5HT2. 
5HT3 et 5HT4) du point de vue structural comme du point de vue pharmacologique. 
Plus particulierement, Vinvention resulte de Tisolement et de la caracterisation de ces 
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nouveaux polypeptides, designes 5HT5b, ainsi que du materiel genetique permettant 
leur expression ou leur identification. 

Un premier objet de Tinvention reside done dans des polj^ptides 
comprenant tout ou partie de la sequence peptidique SEQ ID n*" 2 ou d'un derive de 
5 celle-ci. 

Au sens de la presente invention, le terme derive designe toute molecule 
obtenue par modification de nature genetique et/ou chimique de la sequence 
peptidique SEQ ID n^ 2. Par modification de nature genetique et/ou chimique, on 
peut entendre toute mutation, substitution, deletion, addition et/ou modification d'un 

10 ou plusieurs residus. De tels derives peuvent etre generes dans des buts differents, tels 
que notamment celui d*augmenter Taffinite du peptide pour son(ses) ligand(s), celui 
d'ameliorer ses niveaux de production, celui d*augmenter sa resistance a des 
proteases, celui d'augmenter et/ou de modifier son activite, ou celui de lui conf erer de 
nouvelles proprietes pharmacocinetiques et/ou biologiques. Parimi les derives 

15 resultant d'une addition, on peut citer par exemple les polypeptides chimeres 
comportant une partie heterologue supplementaire liee a ime extremite. Le terme 
derive comprend egalement les polypeptides homologues au polypeptide SEQ ID 
n° 2, issus d'autres sources cellulaires et notamment de cellules d*origine humaine, ou 
d'autres organismes, et possedant tine activite de meme type. De tels polypeptides 

20 homologues peuvent etre obtenus par des experiences d'hybridation comme decrit 
dans les exemples, 

Preferentiellement, les polypeptides de Tinvention sont des polypeptides 
possedant la capacite de lier la serotonine. Encore plus preferentiellement, il s*agit de 
polypeptides ayant une activite de recepteur serotoninergique. Toujours selon un 
25 mode prefere. les polypeptides de Tinvention sont susceptibles d'etre reconnus par des 
anticorps reconnaissant la sequence peptidique SEQ ID n** 2 complete. 

Un mode de realisation particulier de Tinvention est represente par le 
polypeptide 5HT5b comprenant toute la sequence peptidique SEQ ID n® 2. Comme 
indique dans les exemples, ce polypeptide peut etre exprime dans differents types 
30 cellulaires pour former un recepteur serotoninergique fonctionnel. 



Les polypeptides de I'invention peuvent etre obtenus par expression dans un 
hote eel lul aire d'une sequence nucleotidique telle que decrite ci-dessous, par synthese 
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chimique* sur la base de la sequence SEQ ID n® 2 en utilisant les techniques connues 
de rhomme du metier, ou par une combinaison de ces techniques. 

Dans ce qui suit, les polypeptides de Tinvention tels que definis ci-dessus 
sont designes par polypeptides 5HT5b. 

5 La presente invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique 

codant pour un polypeptide 5HT5b. Plus preferentiellement, il s'agit d'une sequence 
choisieparmi : 

(a) tout ou partie de la sequence nucleotidique SEQ ID n** 1 ou de son brin 
complementaire, 

]0 (b) toute sequence hybridant avec tine sequence (a) et codant pour un 

polypeptide tel que defini precedemment, et. 

(c) les sequences derivees des sequences (a) et (b) en raison de la 
degenerescence du code genetique. 

Les differentes sequences nucleotidiques de Tinvention peuvent etre 
15 d'origine artificielle ou non. II peut s'agir de sequences genomiques, d'ADNc, d'ARN, 
de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques. Ces 
sequences peuvent etre obtenues par exemple par criblage de banques d* ADN (banque 
d'ADNc, banque d'ADN genomique) au moyen de sondes 61aborees sur la base de la 
sequence SEQ ID n"* 1. De telles banques peuvent etre preparees a partir de cellules 
20 de differentes origines par des techniques classiques de biologic moleculaire connues 
de rhomme du metier. Les sequences nucleotidiques de Tinvention peuvent 
egalement etre preparees par synthese chimique, notamment selon la methode des 
phbspfiofamidites, ou~~aicc^^^ par des lnethddS""mixtes incluant la~modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. 

25 Les sequences nucleotidiques de Tinvention peuvent etre utilisees pour la 

production des polypeptides 5HT5b tels que definis pr6cedemment. Dans ce cas, la 
partie codant pour ledit polypeptide est generalement placee sous le controle de 
signaux permettant son expression dans un hote cellulaire. Le choix de ces signaux 
(promoteurs, terminateurs, etc) peut varier en fonction de Thote cellulaire utilise. A 

30 cet effet, les sequences nucleotidiques de Tinvention peuvent f aire partie d'uai vecteur, 
qui peut etre a replication autonome ou integratif. Plus particulierement, des vecteurs 
a replication autonome peuvent etre prepares en utilisant des sequences a replication 
autonome chez I'hote choisi. S*agissant des vecteurs integratifs, ceux-ci peuvent etre 
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prepares par exemple en utilisant des sequences homologues a certaines regions du 
genome de Thote, permettant, par recombinaison homologue, Tintegration du vecteur, 
Les holes cellulaires utilisables pour la production des polypeptides 5HT5b de 
I'invention par voie recombinante sont aussi bien des hdtes eucaryotes que 

5 procaryotes. Parmi les botes eucaryotes qui conviennent, on peut citer les celliiles 
animales, les levures, ou les champignons. En particulier, s*agissant de levures, on 
peut citer les levures du genre Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, 
Schwanniomyces, ou Hansenula. S*agissant de cellules animales, on peut citer les 
cellules COS, CHO, C127, NIH-3T3, etc. Parmi les champignons, on peut citer plus 

10 pariiculierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. Comme hotes procaryotes, on 
prefere utiliser les bacteries suivantes Exoli, Bacillus, ou Streptomyces. 

Les sequences nucleotidiques de la presente invention sont egalement 
utilisables dans le domaine pharmaceutique, soit pour la realisation de sequences 
anlisens utilisables dans le cadre d*tme therapie genique, soit encore pour la 
15 realisation de sondes permettant la detection, par des experiences d'hybridation, de 
I'expression de recepteurs serotoninergiques dans des echantillons biologiques et la 
mise en evidence d'anomalies genetiques (polymorphisme, mutations) ou 
d*expressions aberrantes. 

L'inhibition de I'expression de certains genes par des oligonucleotides 
antisens s'est averee etre une strategic prometteuse dans le controle de I'activite d'un 
gene. Les oligonucleotides antisens sont des oliogonucl6otides de petite taille, 
complementaires d'un ARNm, et de ce fait capables d'hybrider specifiquement avec 
celui-ci, inhibant sa traduction en proteine. L'invention a ainsi pour objet les 
oligonucleotides antisens capables d'inhiber au moins partiellement la production de 
polypeptides 5HT5b tels que definis precedemment. L'invention conceme egalement 
les sequences antisens capables d'inhiber au moins partiellement la production de 
polypeptides 5HT5b. Les sequences antisens produisent dans la cellule cible des 
transcrits qui sont complementaires d'ARNm cellulaires. De tels oligonucleotides ou 
sequences peuvent etre constitues par tout ou partie des sequences nucleotidiques 
definies ci-avant. II s'agit generalement de sequences ou de fragments de sequences 
complementaires de sequences codant pour des peptides de Tinvention. De tels 
oligonucleotides peuvent etre obtenus a partir de la sequence SEQ ID n** 1, par 
fragmentation ou par synthese chimique, etc. 



25 
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Comme indique ci-dessus, I'invention permet egalement la realisation de 
sondes nucl6otidiques. synthetiques ou non, capables de s'hydrider avec les sequences 
nucleotidiques definies ci-avant qui codent pour des polypeptides 5HT5b de 
rinvention. ou avec les ARNm correspondant. De telles sondes peuvent etre utilisees 

5 in vitro comme outil de diagnostic, pour la detection de I'expression d'un recepteur 
serotoninergique 5HT5b. ou encore pour la mise en Evidence d'anomalies g6n6tiques 
(mauvais epissage, polymorphisms mutations ponctuelles, etc). Compte tenu des 
activites multiples de la serotonine, les sondes de I'invention peuvent ainsi permettre 
d'identifier des affections neurologique. cardiovasculaire ou psychiatrique comme 

1 0 etant liees aux recepteurs 5HT5b. Ces sondes peuvent egalement etre utUisees pour la 
mise en evidence et I'isolement de sequences d'acides nucleiques homologues codant 
pour des polypeptides 5HT5b tels que def inis precedemment, a partir d'autres sources 
cellulaires et pr^ferentiellement de cellules d'origines humaines. Les sondes de 
I'invention component gen§ralement au moins 10 bases, et elles peuvent comporter 

15 jusqu'a I'integralite de la sequence SEQ ID n" 1 ou de son brin complementaire. 
Preferentiellement, ces sondes sont, pr6alablement a leur utilisation, marquees. Pour 
cela. differentes techniques connues de I'homme du metier peuvent etre employees 
(manquage radioactif . enzymatique. etc). Les conditions d'hybridation dans lesqueUes 
ces sondes peuvent etre utUisees sont indiquees dans les techniques generales de 

20 clonage ci-apres ainsi que dans les exemples. 

Un autre objet de I'invention conceme les cellules recombinees capables 
d'exprimer a leur surface un polypeptide 5HT5b tel que d6fini ci-avant. Ces cellules 
peuvent etre obtenues par introduction d'une sequence nucleotidique telle que definie 

ci-dessSs codant pour-uii polypeptide-de I'inventionr-puis culture-desdites cellules^ 

25 dans des conditions d'expression de ladite sequence. 

Les cellules recombinees selon I'invention peuvent etre aussi bien des 
cellules eucaryotes que procaryotes. Parmi les cellules eucaryotes qui conviennent. on 
peut citer les cellules animales. les levures, ou les champignons. En particulier, 
s'agissant de levures. on peut citer les levures du genre Saccharomyces , 
30 Kluyveromyces. Pichia. Schwanniomyces, ou Hansenula. S'agissant de cellules 
animales. on peut citer les cellules COS. CHO. C127. NIH-3T3. etc. Parmi les 
champignons, on peut citer plus particulierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma 
ssp. Comme cellules procaryotes. on prefere utiliser les bacteries suivantes Kcoli, 
Bacillus, ou Streptomyces. Les cellules ainsi obtenues peuvent etre utUisees pour 
35 mesurer la capacite de differentes molecules a se comporter comme ligand ou comme 
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modulateur de Tactivite des polypeptides de rinvention. Plus particulierement. elles 
peuvent ainsi etre utilisees dans un precede de mise en evidence et d'isolement de 
ligands ou de modulateur de I'activite des polypeptides de I'invention, et, plus 
preferentiellement, d'agonistes et d'antagonistes de la serotonine. 
5 Un autre objet de Tinvention conceme done iin procede de mise en evidence 

et/ou d'isolement de ligands des polypeptides 5HT5b de Tinvention, selon lequel on 
realise les etapes suivantes : 

- on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, eventuellement non-identifiees, avec ime cellule recombinee telle que 

10 decrite ci-dessus exprimant a sa surface un polypeptide de Tinvention dans des 
conditions permettant Tinteraction entre ledit polypeptide de Tinvention et ladite 
molecule dans le cas ou celle-ci possederait une affinite pour ledit polypeptide, et, 

- on detecte et/ou isole les molecules liees au dit polypeptide de Tinvention. 

Dans un mode particulier, ce procede de Tinvention est adapte a la mise en 
15 evidence et/ou Tisolement d*agonistes et d*antagonistes de la serotonine pour les 
polypeptides 5HT5b. 

Un autre objet de I'invention conceme un procede de mise en evidence et/ou 
d'isolement de modulateurs des polypeptides 5HT5b de Tinvention, selon lequel on 
realise les etapes suivantes : 

20 - on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 

molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinee telle que 
decrite ci-dessus exprimant a sa surface un polypeptide de Tinvention, en presence de 
5HT, dans des conditions permettant Tinteraction entre ledit polypeptide de 
rinvention et le 5HT, et. 

25 - on detecte et/ou isole les molecules capables de moduler Tactivite du 5HT 

sur ledit polypeptide de I'invention. 

Un autre objet de I'invention conceme Tutilisation d'un ligand ou d'un 
modulateur identifie et/ou obtenu selon le procede decrit ci-avant comme 
medicament. De tels ligands ou modulateurs peuvent en effet permettre de traiter 
30 certaines affections neurologique, cardiovasculaire ou psychiatrique liees aux 
recepteurs 5HT5b, 



L'invention conceme egalement tout medicament comprenant comme 
principe actif au moins une molecule agissant sur un polypeptide 5HT5b de 
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rinvention. Preferentiellement la molecule est un ligand ou im modulateur identifie 
et/ou isole selon le precede decrit precedemment. 

D'autres avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

5 T^pende des figures 

Table 1 : Profil pharmacologique du recepteur 5HT5b. Les resultats correspondent a 
des experiences de competition pour la liaison du [^^^H-LSD aux membranes des 
cellules Cos-7 exprimant le recepteur 5HT5b. Les valeurs d'ICSO (coirespondant a la 
concentration en ligand necessaire pour deplacer 50 % du [^^Sjj.lSd lie) ont ete 
10 calculees experimentalement et converties en Ki selon I'equation suivante : Ki = 
IC50/(] + C/Kd) dans laquelle C est la concentration en [^^SjJ.i^d (150 pM) et Kd 
est la constante de dissociation du (^25i].lsd, nombres entre parentheses 
correspondent au nombre d'experiences independantes realisees, chaque point etant 
realise en triple. 

15 Table 2 : Pourcentages d*homologie de sequence peptidique entre le recepteur 5HT5b 
(SEQ ID n** 2) et d'autres recepteurs de la famille des recepteurs couples a des 
proteines G. Les homologies ont ete calculees sur les sequences conserv6es : le 
domaine transmembranaire et ses boucles de connection. 

Figure 1 : Courbe de saturation du [125i].lsD aux membranes des cellules Cos-7 
20 exprimant le recepteur 5HT5b. Les membranes ont ete incubees avec des 
concentrations de ligand allant de 50 pM a 1,25 nM, avec ou sans 10 de 5HT. La 
liaison specif ique™est~representee; L'encart represente-l-analyse-en- Seatehard des 
resultats. 

Techniques generates de clonage 

25 Les methodes classiquement utilisees en biologic moleculaire telles que les 

extractions preparatives d' ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d*ADN par electroelution, les extractions de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d*ADN en milieu salin par de 

30 Tethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc, sont bien 
connues de I'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
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[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory. Cold Spring Harbor, N.Y„ 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les enzymes de restriction ont ete foumies par New England Biolabs 

5 (Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham et sont utilisees 
selon les recommandations des foumisseurs. 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont separes selon leur taille par 
electrophorese en gels d 'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a Tfethanol puis incub6s en presence de 

10 TADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes est effectue par le fragment de 
Klenow de I'ADN Polymerase I d'JF. coli (Biolabs) selon les specifications du 
foumisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 
de I'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 

15 fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un 
traitement menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques est 
effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. U 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

20 L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 

PCR [Polymerase-catalyzed £hain Reaction, Saiki R.K. et al.. Science 23Q (1985) 
1350-1354 ; MulHs K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] est 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

25 La verification des sequences nucleotidiques est effectuee par la methode 

developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Pour les experiences d'hybridation, les conditions de stringence normales sont 
generalement les suivantes : hybridation : 3 x SCC en presence de 5 x Denhart*s a 

30 65^C ; lavage : 0,5 x SSC a 65^C. 

1, Isolement du recepteur 5HT5b 

Les comparaisons de sequences entre les differents recepteurs serotoni- 
nergiques connus font apparaitre une certaine conservation, particulierement dans 
certaines regions transmembranaires potentielles telles que les domaines III et VI. 
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Dans le but de mettre en evidence et d*isoler un nouveau recepteur, trois 
oligonucleotides degeneres correspondant a ces deux regions ont ete prepares, puis 
utilises dans une serie de reactions de PGR sur une preparation d*ARN de cerveau de 
souris. La sequence des oligonucleotides degeneres est la suivante : 

5 Oligonucleotide (i) 

AGAACTAGTGGATCCAA(A/G)AA(A/G/CyT)GG(A/G/C/T)A(A/G)CCA(A/G)CA 

Oligonucleotide (ii) 

CTTGATATCGAATTCGA(T/C)(A/G)T(A/G/CyT)CT(A/G/CmTG(CmTG 
C 

10 Oligonucleotide (iii) 

GGTATCGATAAGCTrAT(C/r/A)GC{CmCT(A/G/CmGA(C/T)(C/A)G(A/G/C/ 
T)TA 

Les reactions de PGR ont ete realisees de la maniere suivante : 5 \xg d*ARN 
de cerveau de souris adulte ont ete soumis a une reaction de transcription inverse en 
presence de 500 ng d'oligonucleotide (i) et de 200 unites de transcriptase inverse 
MMLV (BRL). La moitie du produit de cette reaction a ensuite ete soumise a 30 
cycles d*amplification en presence de 5 unites de polymerase Taq (Cetus) et de 1 |ag 
d'oligonucleotide (i) et d*oligonucleotide (ii). l/20e du produit de cette reaction a 
ensuite ete soumis S 30 cycles d'amplification supplementaires en presence des 
oligonucleotides ^)- et (iii)v-Les~produits-ainsi-Obtenus_ont^ete_digeres _av^^ 
enzymes BamHI et Hindlll, inseres aux sites correspondant du plasmide Bluescript 
(Stratagene), et sequences. L'un des fragments ainsi obtenus, presentant une certaine 
homologie avec les recepteurs serotoninergiques, a ete marque par "random priming" 
(Feinberg et Vogelslein, Analytical Biochemistry 122 (1984) 6) et utilise comme 
sonde pour cribler une banque de cDNA de cerveau de souris construite dans le phage 
UniZap (Stratagene). Panmi les phages positifs obtenus. Tun d'entre-eux, denomme 
XNS et porte par le plasmide pNS. contenait un insert de 2,1 kb. Ge phage a ete isole, 
et son insert a ensuite ete introduit dans le plasmide Bluescript. La sequence de ce 
fragment a ete determinee sur les 2 brins en utilisanl la technique des 
dideoxynucleotides au moyen d*oligonucleotides synthetiques. 



—20- 



25 

4 



. 30 
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La sequence ainsi obtenue correspond a la sequence SEQ ID n** 1, Elle 
montre que TADNc isole porte une phase de lecture ouverte de 370 acides amines. 
Par ailleurs, Tanalyse d'hydrophobicite montre que cette proteine porte sept domaines 
hydrophobes, une particularite rencontree chez les membres de la famille des 
5 recepteurs couples a des proteines G. L'extremite N-terminale contient par ailleurs 
1 site de N-glycosylation, et le domaine cytoplasmique presume contient les sites 
consensus de phosphorylation par les proteines kinases C et A. 

Un clone genomique codant pour le recepteur 5HT5b a egalement ete isole, 
par criblage d*une banque genomique au moyen de la sequence SEQ ID n** 1 comme 
10 sonde. La banque avait ete obtenue par digestion partielle par Sau3A de TADN 
genomique de cellules souches d*embryon de souris, puis insertion dans le phage 
lambda EMBL3. 

Les fragments obtenus ont ete sous clones dans le plasmide Bluescript et 
parti el lement sequences. L*analyse de ces sequences revele la presence d'un intron, 
15 localise au milieu de la Berne boucle cytoplasmique. 

2. Etude d'homologies de sequence 

La sequence du recepteur 5HT5b isole ci-dessus a ete comparee avec les 
sequences des recepteurs couples a des proteines G suivants : 5HT1B, 5HT1D, 
5HT5A. 5HT1A. 5HT-dro2A, 5HT-drol. a2, D2. Bl. Dl, H2, 5HT1C et 5HT2. Ces 
20 experiences ont revele une certaine homologie dans le domaine transmembranaire 
poientiel et dans certaines boucles, mais aucime homologie dans les regions 
terminales ni dans la troisieme boucle cytoplasmique. La table 2 donne les % 
d'homologie au niveau des regions conservees. 

3. Expression du recep teur 5HT5b dans les cellules Cos-7 et caracterisation 
25 pharmacologique 

Le fragment d*ADNc isole dans Texemple 1 a ete insere dans un vecteur 
d*expression eucaryote, qui a ete utilise pour transfecter des cellules Cos-7. Les 
membranes des cellules transfectees obtenues ont ensuite ete preparees et testees pour 
leur capacite a Her certains ligands serotoninergiques marques. 

30 L*ADNc de 2,1 kb codant pour le recepteur 5HT5b a ete isole a partir du 

plasmide pNS sous forme d'un fragment EcoRI-XhoI, puis insere aux sites 
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correspondants du vecteur p513. Le vecteur p513 derive du vecteur pSG5 [Green et 
al., Nucl. Acids Res. 16 (1988) 369] par addition dW multisite de clonage. Le 
vecteur recombinant ainsi obtenu designe p513NS a ensuite ete ulilis6 (20 fig par 
plaque de 10 cm) pour transfecter les cellules Cos-7 en presence de phosphate de 
5 calcium. 

48 heures apres la transfection, les cellules recombinantes sont recoltees et 
les membranes sont preparees selon la technique decrite par Amlaiky et Caron 
[J. Biol. Chem. (1985) 1983]. Des experiences de liaison a saturation et de 
competition ont ensuite ete realisees sur ces membranes en presence de differents 

10 ligands radiomarques (cf. Table 1). Pour cela, les echantillons de membrane (10- 
20 \xg de proteines) ont ete incubes 10 minutes a 37°C en presence du ligand dans un 
volume final de 250 ^l de tampon Tris-HCl 50 mM (pH 7,4). La reaction est ensuite 
stopee par filtration sous vide sur filtres en fibre de verre Whatman GF/C, et ringage 
4 fois avec 4 ml de tampon Tris-HCl 50 mM (pH 7,4), La liaison non-specifique a ete 

15 determinee en presence de 10 loM de 5HT. La radioactivite a ete mesuree avec un 
compteur 7. 

Les resuliats obtenus montrent que le [125i].lSD presente un site de liaison 
saturable avec un Kd = 470 pM et un Bmax = 170 fmol/mg de proteines 
membranaires (figure 1). Dans une exprerience controle. il a par ailleurs ete montre 
20 que le [J25i].lSD ne liait pas les cellules Cos-7 transfectees par le plasmide p513. 

Pour determiner le profil pharmacologique de ce recepteur, le [125i].lSD lie 
aux membranes a ete deplace en presence de differentes drogues serotoninergiques 

(table 1). Ces d ifferentes drogues montrent Tordre d'efficacite de deplacement 

suivant : ergotamine > 5-CT > methysergide > 5HT > RU24969^8^irDPAT^ 

25 yohimbine > bufoienine (table 1). La ketanserine, le propanolol (-). le sumatriptan, la 
dopamine et la norepinephrine sont inactifs. 

4. Rfirherche de sequences hn mologues dnns d'autres tis?>us 

La sequence nucleoiidique SEQ ID n** 1 a ensuite ete utilisee pour la mise en 
evidence de sequences homologues a partir d'autres tissus par hybridation in situ. 

30 Les experiences d'hybridation in situ ont ete realisees sur des sections 

cryostatees de cer\'eau de souris adulte (8 semaines environ) selon la technique 
decrite par Hafen et al. [EMBO J. 2 (1983) 617]. La sonde utilisee pour ces 
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experiences est un ARN simple brin obtenu par transcription en presence de 
polymerase T3, de [^^gj-CTP en utilisant comme matrice le plasmide pNS linearise 
par Xhol . 

Cette etude a permis de mettre en evidence des sequences homologues selon 
5 I'invention dans Thippocampe (region CAl), le corps d*habenula et le raphe dorsal. 

5. Lsolement du recepteur humain 

Selon la methodologie decrite en 4. ci-dessus, le recepteur 5HT5b humain a 
ete clone. 

Pour cela, une banque d*ADN genomique humain a ete preparee a partir de 
10 placenta, par digestion partielle par Tenzyme Mbol, separation sur gradients de sels, 
et sous clonage dans le vecteur Lamda GEM 12 linearise par BamHI (bacterie 
hoterTAP 90). 

La banque ainsi obtenue a ensuite ete criblee au moyen de la sequence SEQ 
ID n*^ 1. Les fragments de DNA qui hybrident avec cette sonde ont ete isoles, sous 
15 clones dans un plasmide Bluescript, amplifies, puis sequences dans les deux sens 
selon la technique dideoxynucleotide. 

La sequence obtenue est presentee sur la sequence SEQ ID n** 3. 

II est entendu que les meme experiences peuvent etre repetees en utilisant 
d'autres tissus, et notamment des tissus d*origine humaine, d*autres sondes et d'autres 
20 techniques (PGR, hybridation en Northern blot. Par ailleurs, les sequences 
homologues mises en evidence lors de ces experiences peuvent evidemment etre 
ensuite isolees et/ou amplifiees par les techniques classiques de biologie molectilaire. 
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TABLE T 



LIGAND 



pKi 

5HT5b Cellules Cos-7 



5-HT 

5-CT 

RU 24969 

TFMPP 

8-OHDPAT 

Sumatriptan 

Bufotenine 

Methysergide 

Ergotamine 

2-Bromo LSD 

Methiothepin 

Yohimbine 

(±)Pindolol 

(-)Propanolol 

Keianserin 

Spiperone 

Dopamine 

(-)Norepin 



6.6 (3) 
7.4 (3) 
6.4 (2) 
5.4 (2) 

6.4 (2) 

5.1 (3) 

5.8 (2) 

6.9 (2) 

8.5 (2) 

7.8 (3) 
6.0 (2) 

5.2 (2) 
5.8 (2) 

<5 (2) 
<5(2) 



TABLE 2 



5HT5B souris 
5HT5A souris 
5HT1 Bp souris 
SHTlDahumain 



SHTlEosouris' 
5HT1E|3 souris 
5HT1A humain 
5HT-dro2A 
5HT-drol 
a2 humain 
D2 souris 
H2 chien 
(il humain 
(32 souris 
Dl humain 
5HT1C souris 
5HT2 souris 
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LISTE DE SEQUENCES 



0) INFORMATION GENERALE: 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSERM 

(B) RUE: 101. ruc de Tolbiac 

(C) VILLE: PARIS 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75654 

(ii) TITRE DE INVENTION: NOUVEAUX POLYPEPTIDES AYANT UNE ACTIVITE DE 
RECEPTEURS SEROTONINERGIQUES, ACIDES NUCLEIQUES CODANT POUR CES 

1 5 POLYPEPTIDES ET UTILISATIONS. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 3 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 
20 (A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

25 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 2036 paires dc bases 
30 (B) TYPE: acide nuclciquc 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineairc 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

35 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

40 (vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: SOURIS 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
(A) NOM/CLE: CDS 
45 (B) EMPLACEMENT: 312..1424 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

50 GAATTCGGCA CGAGCAGGCA CCAGTCCCCA ATCCTCTGCA GTCGGTTACC CTGAAGACCA 60 

CAAAGGGACT GAGAGATTGA TGCGCTGGGC AAAGCTGGAC TAAGGAGTCT CATCTGGAAA 120 

AGAGCGTCCA TGAAAAAAGC CAAAAGAAGC GCCAAAAGGA GGCTGCAGTT TGGAAAAGGG 180 



BNSDOCID: <WO__9418319A1J_> 



wo 94/18319 



PCT/FR94/00136 



15 



ACAAGGGTGG CGCGGTTTGG ACATCTTTTT GCGTAGCTGG GCGCGCGGAG TGCCTCTCTT 24 0 

GCTTCGCCAC CTATCCACAG TTCATGCAAC CACGGGCACA TCTCCTGCCC CAGAGCCCAA 300 

GTCCCTGAAT A ATG GAA GTT TCT AAC CTC TCA GGC GCC ACT CCC GGC CTT 350 
Met Glu Val Ser Asn Leu Ser Gly Ala Thr Pro Gly Leu 
15 10 • 

10 GCC TTT CCT CCG GGA CCT GAG AGC TGC AGT GAC AGC CCA AGT TCC GGC 398 
Ala Phe Pro Pro Gly Pro Glu Ser Cys Ser Asp Ser Pro Ser Ser Gly 
15 20 25 

AGG AGC ATG GGA TCC ACC CCA GGT GGG CTC ATC TTG CCC GGC CGC GAG 44 6 

IS Arg Ser Met Gly Ser Thr Pro Gly Gly Leu lie Leu Pro Gly Arg Glu 
30 35 40 45 

CCG CCC TTC TCT GCT TTC ACC GTG CTT GTG GTG ACT CTA CTG GTG TTG 494 
Pro Pro Phe Ser Ala Phe Thr Val Leu Val Val Thr Leu Leu Val Leu 
20 50 55 60 

CTG ATC GCT GCC ACT TTC TTA TGG AAT CTG CTA GTT CTG GTG ACT ATC 54 2 

Leu He Ala Ala Thr Phe Leu Trp Asn Leu Leu Val Leu Val Thr He 
65 70 75 



25 



45 



CTG CGC GTC CGC GCC TTC CAC CGC GTG CCA CAT AAC TTG GTG GCC TCG 590 
Leu Arg Val Arg Ala Phe His Arg Val Pro His Asn Leu Val Ala Ser 
80 85 90 



30 ACA GCC GTC TCG GAT GTC CTG GTG GCG GTT CTG GTG ATG CCT CTG AGC 638 

Thr Ala Val Ser Asp Val Leu Val Ala Val Leu Val Met Pro Leu Ser 
95 100 105 

CTG GTG AGC GAG TTG TCC GCT GGG CGA CGT TGG CAG CTA GGC AGG AGT 686 

35 Leu Val Ser Glu Leu Ser Ala Gly Arg Arg Trp Gin Leu Gly Arg Ser 
110 115 120 125 

CTG TGC CAC GTG TGG ATC TCC TTC GAC GTG TTG TGC TGC ACC GCC AGC 734 

Leu Cys His Val Trp He Ser Phe Asp Val Leu Cys Cys Thr Ala Ser 
40 130 135 140 

ATC TGG AAC GTG GCG GCC ATC GCC CTG GAT CGC TAC TGG ACT ATC ACG 782 

He Trp Asn Val Ala Ala He Ala Leu Asp Arg Tyr Trp Thr He Thr 

^1.45 1 50 155 



CGC CAC CTG CAG TAC ACG CTG CGC ACC CGG AGC CGT GCT TCT GCG CTC 830 
Arg His Leu Gin Tyr Thr Leu Arg Thr Arg Ser Arg Ala Ser Ala Leu 
160 165 170 



50 ATG ATC GCG ATC ACC TGG GCA CTG TCC GCG CTC ATT GCT CTC GCC CCG 878 
Met He Ala He Thr Trp Ala Leu Ser Ala Leu He Ala Leu Ala Pro 
175 180 185 

CTG CTT TTT GGC TGG GGC GI\A GCC TAT GAT GCT CGG CTG CAG CGT TGC 926 
55 Leu Leu Phe Gly Trp Gly Glu Ala Tyr Asp Ala Arg Leu Gin Arg Cys 
190 195 200 205 

CAG GTC AGC CAG GAG CCC TCC TAT CCT GTC TTC TCC ACC TGC GGA GCC 97 4 

Gin Val Ser Gin Glu Pro Ser Tyr Ala Val Phe Ser Thr Cys Gly Ala 
60 210 215 220 

TTC TAC CTG CCT CTA GCG GTG GTC CTC TTC GTC TAC TGG AAA ATA TAC 102 2 

Phe Tyr Leu Pro Leu Ala Val Val Leu Phe Val Tyr Trp Lys He Tyr 
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225 230 235 



AAA 
Lys 


GCC 
Ala 


GCC 
Ala 

"5 4 n 


AAG 
Lys 


TTT 
Phe 


CGA 
Arg 


TTC 
Phe 


GGT 
Gly 


CGC 
Arg 


AGA 
Arg 


CGG 
Arg 


CGG 
Arg 


GCG 
Ala 
250 


GTG 
Val 


GTA 

Val 


CCG 
Pro 


1070 


CTT 
Leu 


CCT 
Pro 

^ c c 

255 


GCC 
Ala 


ACC 
Thr 


ACG 
Thr 


CAG 
Gin 


GCA 
Ala 

^ou 


AAG 
Lys 


GAA 
Glu 


GCA 
Ala 


CCT 
Pro 


CCG 
Pro 


GAG 
Glu 


TCT 
Ser 


GAG 
Glu 


ATG 
Met 


1118 


GTG 
Val 
z /U 


TTC 
Phe 


ACA 
Thr 


GCC 
Ala 


CGT 
Arg 


CGC 
Arg 


CGA 
Arg 


GCA 
Ala 


ACA 
Thr 


GTG 
Val 


ACC 
Thr 
280 


TTC 
Phe 


CAG 
Gin 


ACA 
Thr 


AGC 
Ser 


GGA 
Gly 
285 


1 166 


GAC 
Asp 


TCC 
Ser 


TGG 
Trp 


CGG 
Arg 


GAG 
Glu 
u 


CAG 
Gin 


AAG 
Lys 


GAG 
Glu 


AAG 
Lys 


CGG 
Arg 

^ ^ -J 


GCA 
Ala 


GCC 
Ala 


ATG 
Met 


ATG 
Met 


GTC 
Val 
300 


GGG 
Gly 


1214 


ATC 
He 


TTG 
Leu 


ATT 
He 


GGC 
Gly 
305 


GTG 
Val 


TTT 
Phe 


GTG 
Val 


CTT 
Leu 


TGT 
Cys 

O 1 A 

31 U 


TGG 
Trp 


ATC 
He 


CCC 
Pro 


TTC 
Phe 


TTC 
Phe 

J 1 D 


CTG 
Leu 


ACG 
Thr 


1262 


GAG 
Glu 


CTC 
Leu 


ATC 
He 
320 


AGC 
Ser 


CCG 
Pro 


CTC 
Leu 


TGT 
Cys 


GCC 
Ala 
325 


TGC 
Cys 


AGC 
Ser 


CTG 
Leu 


CCA 
Pro 


CCC 
Pro 
330 


ATC 
He 


TGG 

Trp 


AAA 
Lys 


1310 


AGC 
Ser 


ATA 
He 
335 


TTC 
Phe 


CTG 
Leu 


TGG 
Trp 


CTT 
Leu 


GGA 
Gly 
340 


TAT 
Tyr 


TCC 
Ser 


AAT 
Asn 


TCG 
Ser 


TTC 
Phe 
345 


TTC 
Phe 


AAC 
Asn 


CCC 
Pro 


TTG 
Leu 


1358 


ATT 
He 
350 


TAC 
Tyr 


ACT 
Thr 


GCC 
Ala 


TTT 
Phe 


AAT 
Asn 
355 


AAG 
Lys 


AAT TAC 
Asn Tyr 


AAC 
Asn 


AAT 
Asn 
360 


GCC 
Ala 


TTC 
Phe 


AAG 
Lys 


AGC 
Ser 


CTC 
Leu 
365 


1406 



10 



15 



20 



25 



30 



35 TTT ACT AAG CAG AGA TAAGAAGGGC TGGGGAGAGA AAAGGGAAGA CCTGGGAAGA 1461 
Phe Thr Lys Gin Arg 
370 

GAAAGGGGAC CTGTC 

40 



45 



50 



55 



60 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 



GAAAGGGGAC 


CTGTGATCCT 


CATTTCACCC 


GAGACCTTCT 


CCCCACCACC 


CACGGCCCGA 


1521 


TGATGACACT 


CCAAAAGTCA 


TACCATTGGC 


CCTGGACGTT 


GAAGAGTTCT 


CATGGGGGTT 


1581 


GGCAACTGTT 


TGCCAAACAC 


ACCCATGCCT 


TCTACAGAAG 


GACGTGACAG 


ACATTATTAG 


1641 


TGAATTGTGC 


TCCATTTCTG 


CACTAGGCAG 


AAACCCTGCC 


AAACACTTTC 


AGGATAGATT 


1701 


TTAGGTATTG 


GTGAGCATTT 


GTTAGACCTC 


ACATGTGACA 


AAGTTGATTT 


GCTTTTCCAT 


1761 


TATTTAGTAC 


TGTGTCCTCT 


CTCAGGAGTT 


TCCTGAGTCT 


GTCTCCTTGA 


CACAGCCTCT 


1821 


CCTCTATCCC 


TTATCCATCA 


GAGGAGTTTC 


CCTTTCTTAG 


CCTCCTATAC 


AACCTCCACA 


1881 


GGACAATGAT 


TCTCAGCTTA 


GAAGCGGGCC 


TCACCTGAAG 


CTTTGATAAA 


ACGTGTTCCA 


1941 


CGCAGGTGTC 


TTCAAGATGG 


CTCAGTAGGT 


GAAGGCACCT 


GCCCCTGAGC 


CTGGTGGCCT 


2001 


GCTTTTGATG 


GAGACACACG 


TAATGGAAGG 


AAAGG 






2036 
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(A) LONGUEUR: 370 acides amin.s 

(B) TYPE: acide amin, 

(D) CONHGURATION: lin.airc 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE: prot.ine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Glu Val Ser Asn Leu Ser Gly Ala Thr Pro Gly Leu Ala Phe Pro 
10 1 5 10 15 

Pro Gly Pro Glu Ser Cys Ser Asp Ser Pro Ser Ser Gly Arg Ser Met 
20 25 30 

15 Gly Ser Thr Pro Gly Gly Leu lie Leu Pro Gly Arg Glu Pro Pro Phe 
35 40 45 

Ser Ala Phe Thr Val Leu Val Val Thr Leu Leu Val Leu Leu lie Ala 
50 55 60 

Ala Thr Phe Leu Trp Asn Leu Leu Val Leu Val Thr lie Leu Arg Val 
66 70 75 80 



20 



Ara Ala Phe His Arg Val Pro His Asn Leu Val Ala Ser Thr Ala Val 
25 85 90 95 

Ser Asp Val Leu Val Ala Val Leu Val Met Pro Leu Ser Lreu Val Ser 

100 105 no 

30 Glu Leu Ser Ala Gly Arg Arg Trp Gin Leu Gly Arg Ser Leu Cys His 
ns 120 125 



35 



Val Trp lie Ser Phe Asp Val Leu Cys Cys Thr Ala Ser lie Trp Asn 
130 135 140 

Val Ala Ala lie Ala Leu Asp Arg Tyr Trp Thr lie Thr Arg His Leu 
145 150 155 160 

Gin Tyr Thr Leu Arg Thr Arg Ser Arg Ala Ser Ala Leu Met lie Ala 
40 165 170 175 

He Thr Trp Ala Leu Ser Ala Le u He Ala Leu Ala Pro Leu Leu Phe 

45 Gly Trp Gly Glu Ala Tyr Asp Ala Arg Leu Gin Arg Cys Gin Val Ser 
195 200 205 



50 



Gin Glu Pro Ser Tyr Ala Val Phe Ser Thr Cys Gly Ala Phe Tyr Leu 
210 215 220 

Pro Leu Ala Val Val Leu Phe Val Tyr Trp Lys He Tyr Lys Ala Ala 
225 230 235 240 

Lvs Phe Arg Phe Gly Arg Arg Arg Arg Ala Val Val Pro Leu Pro Ala 
55 245 250 255 

Thr Thr Gin Ala Lys Glu Ala Pro Pro Glu Ser Glu Met Val Phe Thr 
260 265 270 

60 Ala Arg Arg Arg Ala Thr Val Thr Phe Gin Thr Ser Gly Asp Ser Trp 
275 280 285 
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Arq Glu Gin Lys Glu Lys Arg Ala Ala Met Met Val Gly He Leu He 
290 295 300 

Glv Val Phe Val Leu Cys Trp He Pro Phe Phe Leu Thr Glu Leu He 
5 305 310 315 320 

Ser Pro Leu Cys Ala Cys Ser Leu Pro Pro He Trp Lys Ser He Phe 
325 330 335 

10 Leu Trp Leu Gly Tyr Ser Asn Ser Phe Phe Asn Pro Leu He Tyr Thr 
340 345 350 



Ala Phe Asn Lys Asn Tyr Asn Asn Ala Phe Lys Ser Leu Phe Thr Lys 
355 360 365 



15 



Gin Arg 
370 



20 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
25 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNg 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

30 (vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo Sapiens 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

35 VKEAPDEAEVVFTAHCX/VTVSFQVSGDSWREQKERRAAMMVGEJGVFVLCWIP 
FFLTELISPLCACSLPPIWKSIFLWLGYSNSFFNPLIYTAFNKNYNNAFKSLFTKQ 

R* 

GTAAAGGAAGCACCTGATGAGGCTGAAGTGGTGTTCACGGCACATTGCAAAGCAACGGTG 
TCCTTCCAGGTGAGCGGGGACTCCTGGCGGGAGCAGAAGGAGAGGCGAGCAGCCATGATG 
GTGGGGATTCTGATTGGCGTGTTTGTGCTGTGCTGGATCCCCTTCTTCCTGACGGAACTC 
ATCAGCCCACTCTGTGCCTGCAGCCTGCCCCCCATCTGGAAAAGCATATTTCTGTGGCTT 
GGCTACTCCAATTCTTTCTTCAACCCCCTGATTTACACAGCTTTTAACAAGAACTACAAC 
AATGCCTTCAAGAGCCTCTTTACTAAGCAGAGATGA 
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T^KVRNDICATIQNS 

1 . Polypeptide comprenant tout ou partie de la sequence peptidique SEQ ID 
n° 2 ou d'un derive de celle-ci. 

2. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il possede la 
5 capacite de Her la serotonine. 

3. Polypeptide selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il possede une 
activite de recepteur serotoninergique. 

A, Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce qu*il 
peut etre reconnu par des anticorps reconnaissant la sequence peptidique SEQ ID n** 2 
1 0 complete, 

5. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en ce qu*il 
comprend toute la sequence peptidique SEQ ID n** 2 ou SEQ ID n** 3. 

6, Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide selon Tune des 
revendications 1 a 5. 

15 7. Sequence selon la revendication 6 caracterisee en ce qu'elle est choisie 

parmi : 

(a) tout ou partie de la sequence nucleotidique SEQ ID n** 1 ou de son brin 
complementaire, 

(b) toute sequence hybridant avec une sequence (a) et codant pour un 
20 polypeptide selon I'une des revendications l a 5,-et, 



(c) les sequences derivees des sequences (a) et (b) en raison de la 
degenerescence du code genetique. 

8. Sequence selon la revendication 7 caracterisee en ce qu"elle est choisie 
parmi les sequences genomiques, d'ADNc, d'ARN, les sequences hybrides ou les 

25 sequences synthetiques ou semi-synthetiques. 

9. Sequence selon I'une des revendications 6 a 8 caracterisee en ce que la 
paaie codant pour ledit polypeptide est placee sous le controle de signaux permettant 
son expression dans un hote cellulaire. 
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10. Sequence antisens capable d*inhiber au moins partiellement la production 
de polypeptides selon Tune des revendications 1 a 5. 

11. Sequence selon la revendication 10 caracterisee en ce qu'elle est 
constituee par tout ou partie d*une sequence nucleotidique selon la revendication 7. 

5 12. Sonde nucleotidique capable de s*hydrider avec une sequence selon la 

revendication 6 ou avec TARNm conrespondant. 

13 Sonde selon la revendication 12 caracterisee en ce qu'elle comporte au 
moins 10 bases. 

14. Sonde selon la revendication 13 caracterisee en ce qu'elle comporte 
10 rintegralite de la sequence SEQ ID n** 1 ou de son brin complementaire. 

15. Utilisation d'une sonde selon I'tine des revendications 12 a 13 pour la 
detection de Texpression d*un recepteur serotoninergique 5HT5b; ou pour la mise en 
evidence d*anomalies genetiques (mauvais epissage, polymorphisme, mutations 
ponctuelles, etc); ou pour identifier des affections neurologique, cardiovasculaire ou 

15 psychiatrique comme etant liees aux recepteurs 5HT5b; ou encore pour la mise en 
evidence et Tisolement de sequences d*acides nucleiques homologues codant pour des 
polypeptides 5HT5b. 

16. Cellule recombinee capable d*exprimer a sa surface tm polypeptide selon 
Tune des revendications 1 a 5. 

20 17. Cellule selon la revendication 16 caracterisee en ce qu'elle est choisie 

parmi les cellules eucaryotes ou procaryotes. 

18. Procede de mise en evidence et/ou d'isolement de ligands des 
polypeptides tels que definis dans les revendications 1 a 5, caracterise en ce que Ton 
realise les etapes suivantes : 

25 . on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 

molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinee selon la 
revendication 16 exprimant a sa surface un polypeptide tel que dfefini dans les 
revendications 1 a 5 dans des conditions permettant Tinteraction entre ledit 
polypeptide et ladite molecule dans le cas ou celle-ci possederait ime affinite pour 

30 ledit polypeptide, et, 
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- on detecte et/ou isole les molecules liees au dit polypeptide. 

19. Precede selon la revendication 18 poxir la mise en evidence et/ou 
risolement d'agonistes ou d'antagonistes de la serotonine. 

20. Procede de mise en evidence et/ou d'isolement de modulateurs des 
5 polypeptides tels que definis dans les revendications 1 a 5, caracterise en ce que Ton 

realise les etapes suivantes : 

- on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, eventuellement non-identifiees, avec ime cellule recombinee selon la 
revendication 16 exprimant a sa surface un polypeptide tel que defini dans les 

10 revendications 1 a 5» en presence de 5HT, dans des conditions permettant rinteraction 
entre ledit polypeptide et le 5HT, et, 

- on detecte et/ou isole les molecules capables de moduler I'activite du 5HT 
sur ledit polypeptide. 

21. Ligand ou modulateur d'un polypeptide tel que defini dans les 
15 revendications 1 a 5. susceptible d'etre obtenu selon les procedes des revendications 

18 a 20. 

22. Utilisation d'un ligand ou modulateur identifie et/ou obtenu selon les 
procedes des revendications 18 a 20 pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement des affections neurologique, cardiovasculaire ou psychiatrique liees aux 

20 recepteurs 5HT5b. 

23._MedicamenLcornprgnan^^ actif a u moins une molecule 

agissant sur un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5. 

24. Medicament selon la revendication 23 caracterise en ce que la molecule 
est un ligand ou un modulateur identifie et/ou isole selon le procede des 
25 revendications 1 8 a 20. 
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